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Des rlptlon 

L'invention cone me des partfcules polypeptidiques le plus souvent sensiblement spheriques, au moins 
en ce qui conceme la plupart d'entre elles, ces partlcules ayant les proprietes immunogeniques et immunolo- 
s giques caracteristiques de I'antigene de surface (souvent deslgne par Tabrevlatlon HBsAg ou encore plus sim- 
plement HBs) du virus de I'hepatite virale B et portant en outre au moins une sequence peptidique etrangere 
au polypeptide normalement code par le gene S du vims de rhepatite B. invention conceme egalement des 
ADNs recombinants etdes lignees cellulaires eucaryotes ; de preference d'origine animale, capables d'excre- 
ter dans leur milieu de culture des particules polypeptidiques du genre sus-indique. 4, 
10 On rappellera tout d'abord que le serum des porteurs chroniques du virus de rhepatite B (HBV) contient 

des enveloppes virales vides sous formes de particules ou filaments de 22 nm de diametre et parfois des virions 
complets infectieux, particules spheriques de 42 nm. 

Les enveloppes vides, une fois purifiees a partir de serum de porteurs chroniques du virus, sont utilisees 
pour la fabrication de vacclns contre rhepatite B. On sait qu'H est maintenant egalement possible d'obtenir des 
is particules de 22 nm en grande quantite, par d'autres precedes. Les manipulations genetiques du gene codant 
pour la proteine majeure des particules (Gene S) ont permis leur production dans des lignees cellulaires en 
culture (M.F. DUBOIS et aL, (1980), Proc. Natl. Acad. Scl. USA, 77, 4549-4553), dans des levures (P. VALEN- 
ZUELA et aL, (1982), Nature, 298. 347-350) ou par I'intermediaire de virus recombinants (G.L. SMITH et al. 
(1983), Nature, 302, 490-495). Une methodologie pour produire ces particules comprend la transformation de 
20 cellules eucaryotes parun vecteurapproprie, contenantle gene S sous la dependance d'un promoteurefficace, 
la culture des cellules transformees et la recuperation des particules produites, soit a partir des cellules prea- 
lablement lysees, soit a partir du milieu de culture, lorsque les particules y ont ete excretees par les lignees 
cellulaires utilisees (notamment dans le cas de ('utilisation de cellules de singe, par exemple du type VERO). 
Le polypeptide majeur code par le gene S, entrant dans la constitution de ces particules, est constitue de 
25 226 acides amines et possede un poids moleculaire de 25.400 daltons. II a ete montr6 egalement que dans le 
polypeptide constitutif, certaines particules naturelles pouvaient egalement etre constituees d'un polypeptide 
de poids moleculaire plus eleve, de I'ordre de 34.000 daltons, contenant la sequence polypeptidique du susdit 
polypeptide majeur, ayant la meme extremite C-terminale que le polypeptide majeur et en outre une sequence 
supplemental de 55 acides amines en position N-terminale (STIBBE X. etGERLICH W.H., (1983), J. Virology, 
30 46, 626-628) codee par la region pre-S du genome de I'hepatite B. Cette sequence suppiementaire en position 
N-terminale n'est apparemment pas tres stable dans les particules naturelles, et ne semble done pas jouer un 
role important dans (a constitution et la cohesion des particules d'HBs. Celles-ci, on le salt, sont constituees 
en aggregats organises, peu sensibles aux proteases, et impliquantune centaine desdits polypeptides majeure 
et d'autres constituants, plus particulierement lipidiques. Un precede permettant I'obtention de compositions 
35 contenant une proportion notable, pouvant atteindre 35% du total des polypeptides former, de particules plus 
stables contenant ladlte sequence suppiementaire a recemment 6te decrit (MICHEL, M.L et al., (1984), Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 81, 7708-7712). II met en oeuvre des lignees cellulaires eucaryotes, plus particulierement 
de cellules humaines ou animales en culture, transformees au prealable par des vecteurs, contenant une 
sequence d'ADN codant pour les regions S et pre-S du genome du virus de rhepatite virale B, placee a I'interieur 
40 de ce vecteur, sous le contrdle direct d'un promoteur exogene dont est connue la capacite de permettre I'inl- 
tiation efficace de la transcription des genes directement sous son contrdle dans les cellules eucaryotes, notam- 
ment humaines ou animales, auxquelles lesdits vecteurs sont destines. On se reportera par exemple a rartlcle 
de GALIBERT et Col., (1979), Nature, vol. 281 , p. 646-650, pour ce qui est de ladite sequence d'ADN. 

Lorsque les lignees cellulaires utilisees sont originates du singe, il est avantageux d'avoir recours a un 
45 promoteur issu du virus SV40, dont est connue la capacite de permettre rinitiation efficace de la transcription 
de genes adjacents dans des cellules de singe. Avantageusement, ce promoteur correspond au promoteur 
"precoce" 'du virus SV40, lequel contrdle normalement ('expression de I'antigene "petit T ("small T antigen") 
et egalement de I'antigdne "grand T" ("large T antigen"). 

La variabilite naturelle de rextremltd N-terminale des polypeptides de I'enveloppe du virus de I'hepatite B i 
50 a deja donn6 a penser que des fragments de proteines distincts de la susdite sequence suppiementaire pou- 
vaient lui etre substitues et fusionnes avec le sus-dit polypeptide majeur. C'est ce qu'ont realise VALEN2UELA 
et al., qui ont obtenu dans des levures transtormees des particules formees a partir de proteines hybrides * 
consistent essentiellement en le susdit polypeptide majeur modifie a son extremite N-terminale par un poly- 
peptid suppiementaire comportant une centaine d'acides amines issus de la glycoproteine D du virus d I'Her- 
55 pes. P. VALENZUELA et al. rapportent que ces particules transformee 6taient capables d'induire des anticorps 
contre a la fois le virus de I'hepatite B et le virus de I' Herpes (P. VALENZUELA et al (1 982), Nature, 298, 347-350 
et P. VALENZUELA (1984) "In Proceedings of the Twelwth International Conference on Yeast Genetics and 
Molecular Biology" (Travaux de la douzieme Conference Internationale sur la Gen6tique des levures et de la 
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blologle moleculaire), Edimbourg, (1984), 16). 

La presente inv ntion a pour but de fournir des particules polype ptidiques, ayant les proprietes immuno- 
genes de base de Tantigene HBs et contenant en outre au moins une autre sequence peptidiqu , de preference 
egalement immunogene, en d'autres termes des particules polypeptidiques susceptibles d'etre utilisees pour 
5 la constitution de vaccins mixtes, ayant une stabillte optimum, ('autre sequence peptidique devant 6tre presents 
chaquefois que le polypeptide majeur, lui-meme ou de preference la glycoproteine majeure elle-meme de I'anti- 
gene HBs, se trouve 6tre synthetlse, et ce sans que soit sensiblement affectee Carchitecture particulaire carac- 
teristlque des antigenes d'enveloppe du virus de ('hepatite B. 

Elle a encore pour but I'obtention de particules de ce type qui peuvent, le cas echeant, contenir en outre 
10 la sequence supplementaire normalement codee par la region pre-S du genome du virus de I'hepatite B, a I'etat 
intact, etant cependant entendu que celle-ci pourrait aussi etre modiflee, par exemple selon les modalites en vi- 
sagees par VALENZUELA et al. Mais la preservation du caractere intact de ladite sequence supplementaire 
reside dans rimmunogenicite accrue qui peuten resulter pour les polypeptides modifies conformes a Plnven- 
tion. 

15 Les particules selon ('invention qui contiennent une proportion suffisante des sequences d'aminoacides 

caracteristiques du polypeptide majeur de Pantigene HBs, pour conserver a ces particules la structure carac- 
teristlque de I'antlgene HBs, sont caracterisees par ('incorporation a ce polypeptide majeur d'au moins une 
sequence d'aminoacides etrangere a ce polypeptide majeur, de preference eiles-memes porteuses d'un site 
immunogene, a I'interleur m§me de ce polypeptide majeur, notamment en I'une de ses regions hydrophiles nor- 

20 malement expose es a la surface exterieure desdites particules ou, en variante, par la substitution de un ou 
ptusieurs aminocides appartenant a ces regions hydrophiles par ladite sequence etrangere d'aminoacides. 

En particuller la sequence etrangere d'aminoacides est inserable dans I'une des regions s'etendant entre 
(es acides amines 32 a 74 ou entre les acides amines 1 1 0 a 1 56 du polypeptide majeur dont des formules gene- 
rales ont ete presentees dans rarticie de P. TIOLLAJS et al. (1981) SCIENCE, vol. 213, pp. 406-411, formules 

25 qui sont rappelees ci-apres : 



30 



A 

1 Met Clu Asn lie Thr Ser Cly Phe Lru Cly Pro Leu Leu ¥•! Lew 6 In All Sly The Ph* 

21 Lev Leu Thr Are Me Leu Thr Me Pro Cln Ser Leu Atp Ser Trp Trp Thr Ser Leu A** 

**r Pro Thr 

M Phe Leu Cly Cly Thr Thr Val Cyi Leu Cly Cln Am Ser Cln Ser Pro Thr Ser Usn Mi l 

35 Thr Thr I |, " 

_ -j Me 

bl Serf Pro Thr Ser Cys Pro Pro Thr Cys Pro Cly Tyr Arg Trp rwt Cy* Lew Ar 9 Are Ph* 

Thr 



40 



*1 Me He Phe Leu Phe I le Leu Leu Leu Cy> Leu I le Phe Leu Leu Vj) Leu Leu Asp Tyr 



Thr pro. 
101 Cln Cl r hex Leu Pro Vel Cys Pro Leu Me Pro Cly Ser Ser Thr Thr Ser Thr Cly Pro 

5er Ser 
Ly* Thr Pro Asn Phe 

121 Cyf Arg Thr Cys Ket Thr Thr At* Cln Cly Thr Ser hot Tyr Pro Ser Cyt Cyi Ciy Thr 
45 Arq Thr Pro | le Tyr 

Thr t . * 

1*1 Lys Pro Ser Asp Cly fAsn Cys Thr| Cyt Me Pro Me Pro Ser Ser Trp AU Phe Cly Lyi 

Ser Cly 
Tyr tf»| 

lot Phe Leu Trp Civ trp AU Ser AU Aro Phe Str Trp Leu Ser Leu Lew V*l Pro Phe Vel 

50 PHe AU 

Thr AU 

Cln Trp Ph« V« I Cly Leu Ser Pro Thr V*t Trp Leu Ser v#l lit Trp n«i htt Trp Tyr 

Mt v j I 

Vel Me 

201 Trp Clr Pro Ser Lev Tyr Ser Me Leu Scr Pro Phe Leu Pro Lew Low Pro lU Phe Phe 

55 Va) 

221 Cyf Lev Trp v«l Tyr Me 
AU 



181 
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il est rappele que la formule du peptide majeur est sujette a variations. En particulier les differences au 
niveau d sacid s amines constitutrfs observes par VALENZUELA t at. (1 980) "Animal Virus G netics"(Gene- 
tique des virus d'animaux), B. FIELDS, R. JAENISCH, C.F. FOX, Ed : Acad mic Press, New Y rk, p. 57, appa- 
raissent au-dessus des lignes principales de ladite formule, cedes observers par Pasek et al, Nature (London), 

5 282, 575 (1979), apparaissent au-dessous desdites lignes principales. 

L'invention concerne done plus particulierement des compositions utiles pour la fabrication de vaccins qui 
contiennent des particules polypeptidiques senslblement spheriques (ou qui est formee par ces particules), au 
moins en ce qui concerne la plupart d'entre elles (sinon toutes), qui ont les proprietes immunog6niques et immu- 
nologiques caracteristiques de Tantigene HBsAg, qui ont des tallies de 1 8 a 25 nm, notamment de 20 a 22 nm, 

10 et des densites permettant leur isoiement dans une zone de densite de 1,20-1,22 g/ml dans un gradient de 
densite a base de CsCI, et un niveau de purete totale pour ce qui est de I'absence de toute particule de Dane 
et d'antigene HBe, y Indus HBc, ces particules etant plus particulierement caracterisees par la presence des- 
dites sequences etrangeres dans les conditions sus-indiquees. 

La taille des sequences etrangeres susceptibles d'etre inserees a I'interieur du polypeptide majeur, tel qu'il 

15 vient d'etre defini, peut etre modifiee dans de grandes proportions. II est possible d'introduire des sequences 
d'aminoacides pouvant comporter par exemple jusqu'a 100 aminoacides, voire davantage. II est cependant 
avantageux que la sequence peptidique etrangere ait une tailie ne depassant pas 1 6 aminoacides, notamment 
de 5 a 16, par exemple de 6 a 13, surtout dans le cas ou elle est inseree dans le polypeptide majeur, sans 
suppression d'un nombre senslblement equivalent des aminoacides que celui-ci pouvait comprendre aupara- 

20 vant En effet, l'invention permet le resultat remarquable que constitue la possibilite de produire dans ceux des 
systemes celluiaires qui le permettent, Texcrdtion des particules modifiees conformes a l'invention par les cel- 
lules concernees, lorsque celles-ci ont 6t6 transformees au prealable par un vecteur approprie contenant une 
sequence d'ADN codant pour le polypeptide modifie conforme a l'invention. 

L'invention concerne naturellement egalement les ADNs recombinants codant pour lesdits polypeptides 

25 modifies entrant dans la composition des particules sus-indiquees. A cet egard, ces ADNs recombinants, et 
de preference des vecteurs les contenant, qui contiennent une sequence d'ADN codant pour la region S et, le 
cas echeant, pre-S du genome du virus de Thepatite virale B, sont caracterises en ce que ladite sequence 
d'ADN est localement modifiee par au moins une sequence nucleotidique codant pour la susdite sequence 
etrangere, en une au moins de celles des zones de la region S correspondant aux regions hydrophiles du poly- 

30 peptide majeur susdit, et en ce que la region S et, le cas echeant, la region pre-S, sont a I'interieur de I'ADN 
recombinant, place sous le contrdle direct d'un promoteur exogene dont est connue la capacity de permettre 
Tinitiation efficace de la transcription des genes directement sous son contrdle dans les cellules eucaryotes, 
notamment humaines ou animates, ou encore aux levures auxquelles lesdits vecteurs sont destines. 

Le promoteur exogene mis en oeuvre est distinct ou etranger vis-a-vis du promoteur "endogene", norma- 

35 lement associe aux genes S et pre-S dans le genome du virus de I'hepatite B. Lorsque ces cellules sont ori- 
ginaires du singe, il est avantageux d'avoir recours a Tun des promoteurs issus du virus SV40, qui ont 6t6 
rappe!6s plus haut. 

L'invention ne se limite cependant pas a Tutilisation de ce promoteur particulier, bien que celui-ci donne 
des resultats particulierement favorables, eu egard a la production par les cellules transformees de polypep- 

40 tides hybrides conformes a {'invention, caracteristiques de Tantigene HBs et d'un recepteur de la pHSA, et a 
leur excretion dans ie milieu de culture utilise. On peut egalement avoir recours par exemple au promoteur tardif 
de SV40 (qui controle I'expression des proteines VP1 , VP2 et VP3). On peut se reporter a la carte de restriction 
du virus SV40 (J. TOOZE, Ed. DNA Tumor Viruses, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 
1980, chaps. 2-5), pour apprecier les positions relatives de ces promoteurs et des genes codant pour les dif- 

45 ferents antigenes qui leur sont associes 

II va de soi que Ton peut substituer aux promoteurs de SV40 tout autre type de promoteur connu comme 
possedant ou dont pounrait etre decouverte la capacite de promouvoir la transcription dans les Iign6es cellu- 
iaires mlses en oeuvre desdites sequences codant pour les susdites regions S et, le cas echeant pre-S, des 
lors qu'elles seraient placees sous leur contrdle, avec pour resultat Tin corporation de ces sequences avec ce <? 

so promoteur dans le genome des cellules receptrices et/ou la capacite conferee aux cellules r6ceptrices ainsl 
transformees de synthetiser et d'excreter des q uantites substantieiles du polypeptide hybride selon l'invention, 
la capacite ainsi acquise etant ensuite transmissible aux generations successives issues de ces cellules. « 

Les dites Iign6es transformees seront dites "stables" lorsque le caractere acquis paries lignees celluiaires 
selon l'invention de synthetiser les susdits polypeptides se transmet d'une generation de cellules a Tautre, sur 

55 au m Ins 10 generations. 

A titre d'autres promoteurs susceptibles d'etre utilises, on mentionnera par exemple le promoteur pr6coce 
du poly me ou d s promoteurs LTR de differents retrovirus ou encore le promoteur EA de I'adenovirus, ainsi 
que de promoteurs efflcaces de genes d'origine cellulaire. 
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Comme il st bi n connu, les promoteurs pr6l ves sur les genomes des virus dont 9s sont riginair s sont 
d pr6ference accompagnes d s "sequences" activatric s qui normalement les precedent (par rapport au sens 
de la transcription des sequences geniques normalement placees sous leur contrdfe). A titre d'exemple de 
sequences activatrices, on peut se referer a rarticle de Science, 1983, vol. 219, pages 626 a 631, et Nature, 
5 1982, vol. 295, pages 668 a 572. 

Avantageusement, la'.susdite sequence d'ADN codant pour les susdites regions pre-S et S est placee, 
immediatement derriere un fragment d'ADN constitue par le promoteur et la sequence activatrice permettant 
la transcription normaie de la sequence pre-S ou S. Le susdit fragment comprend notamment de 300 a 400 
paires de bases selon le type de promoteur et de sequences activatrices utilisees. 
10 L'invention concerne encore les lignees cellulaires transformees par des vecteurs tels qu'ils ont 6te definis 

cl-dessus et qui sont aptes a excreter dans leur milieu de culture les particuies immunogenes egalement defi- 
nies cl-dessus. 

Des lignees preTerees selon l'invention sont formees de cellules de mammrferes, notamment de cellules 
CHO ou VERO 

15 L'invention concerne encore un precede de production de telles lignees cellulaires susceptibles d'etre 

maintenues en culture, ce proc£de comportant la transformation de ces lignees avec un vecteur tel que defini 
ci-dessus et I'isolement de ceiles des cultures qui expriment les sequences codant pour la proteine hybride de 
Tinvention. Des caracteristiques supplementaires de l'invention apparattront encore au cours de la description 
qui suitd'exemples de constructions qui illustrent le principe de base de l'invention. II sera dans ce qui suit fait 

20 reference au dessln dans iequel : 

- la figure 1 represente la structure schematique du plasmide PLAS utilise dans les constructions selon 
l'invention, 

- la figure 2 represente la structure schematique du plasmide pPAP derive du pLAS et comportant en plus 
de ce dernier un fragment d'ADN synthetique codant pour une sequence d'onze animo-acides de la pro- 

26 teine VP1 du poliovirus type I (souche Mahoney). 

- Construction des plasmides transfectes : 

Le plasmide pLAS - Ce plasmide comprend (figure 1) : 
30 - la partie codante du gene S (P. Charnay et al. 1 979) avec son site nature! de polyadenylation (fragment 

Stul (43) Bgll! (1984)) dont ie site BamHI (1400) est supprime par reparation par I'enzyme de Klenow ; 

- ce gene sans promoteur est mis sous la dependance du promoteur pn§coce du virus SV40 (fragment du 
virus SV40 compris entre le site Pvull (250) - et le site Hindlll (51 54) ; 

- le grand fragment BamHI (375)-Satl (650) du pML2 (Lusky, M. and Botchan, M. 1981). 

35 Le fragment du gene S a 6te ligature, au niveau de son extremite Bglll a I'extremite BamHI du plasmide 

pML2 (les extremites Bglll et BamHI etant mutuellement compatibles). Le fragment de g6ne S a par contre ete 
modifie au niveau de son extremite Stul par une sequence de liaison nucleotidique (linker) obtenue par 
synthese chimique et contenant un site Hind III, pour realiser une ligation avec I'extremite Hind III, du fragment 
de virus SV40 contenant le promoteur susdit Enfin, I'extremite Sail du fragment issu du plasmide pML2 avait 

40 ete reparee avant sa ligation avec Textremite Pvull (extremite franche) du fragment de virus SV40. 

Les plasmides pLAS h pLAS n . 

Ces deux plasmides sont derives du plasmide pLAS decrit ci-dessus par introduction au site unique BamHI 
45 (488) d'un ou deux fragments BamHI, d'ADN de 24 palres de bases derives du pSKS104 (Shapiro et al. 1 983). 
Ce fragment de 24 nucleotides codant pour 8 acides amines dont I'insertion dans le gene S ne modifie pas la 
phase de lecture, porte un site de coupure pour les enzymes de restriction Pstl, et deux sites pour les enzymes 
Hind II (Sail, Accl). 

so EXEMPLE I. 

Obtention des lignees cellulaires de souris produisant la proteine HBs apres transfection puis selection des 
clones producteurs. 

55 Des cellules LMTK- (clone 1 D ; cellules de souris derivees du done L929 deficlentes en thymidine kinase, 

poussant dans I milieu Eagle modifie par Duibecco (milieu DM EM), suppl£m nt£ par 10% de serum de v au 
t de glutamlne 4 mM) nt et6 cotransfectees (techniques de Graham et Van der Eb, 1 973, modifiees par Wigler 
et al, 1979) par de I'ADN d'un des trois vecteurs (pLAS, pLAS,, pLAS,,) et par I'ADN du plasmide pW portant 
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le gene de Paminoglycoside-3'-phosphotransferase APH3' resistant a la n6omycine (Colbere-Garapin et al. 
1 981 ). Les cellules transfectees xprlmant Penzyme APH3' sont selectionnees n presence d 400 microgram- 
mes/m!llilltre d'aminoglycoside G418 (Colbere-Garapin et al. 1981). Les clones Issus de cette selection s nt 
alors testes pour la production de la proline HBs. Ainsl 5.105 cellules LMTK- ont ete cotransfectees par 10 
s microgrammes d'ADN du premier plasmlde et par 2 mlcrogrammes d'ADN du plasmide pW. Quatre jours apres 
la transfection, le milieu G418 selectif 6tait applique. 

Les clones vlables apparaissant sont isoles, mis en culture et testes quant a leur capacity de production 
de I'anttgene HBs dans le milieu. 

La presence d'HBsAg est d6tectee a I'aide des tests radloimmunologiques AUSRIA II (Abbott Laborato- 
w ries). Parmi les clones cellulalres donnant une reponse positive, trois clones (LAS, LASI, LASH) correspondant 
aux plasmldes pLAS, pLASI, pLASII sont selectionnes pour Stre caracterises. 

Caracterisation des particules detectees dans ie milieu des clones cellulaires. 

15 Les clones amenes a confluence, le milieu nutritif des cellules est change et mis a accumuler pendant 48 

heures. Le surnageant est ensuite clarifie a 2000 rpm et centrifuge pour sedimenter les particules (Smith et al. 
1 983). Le culot est repris dans du tampon, depose sur un gradient de CsCI, centrifuge, collects et les fractions 
sont testees en R.I.A. (Moriarty et al. 1981). L'activite HBsAg des proteines modifiees et non modifiees se 
retrouve concentree en un seul pic compris entre les densites 1,18 et 1,24 g/cm 3 , densite similaire aux parti- 

20 cuies purifiees du serum (Pillot et al. 1984). Un aliquote est alors depos6 sur un gradient de sucrose (Moriarty 
et al. 1 981). Apres collecte des fractions, Pactivite HBsAg s6dimente en un seul pic de coefficient de s6dimen- 
tation apparemment identique entre les trois types de polypeptides. 

Caracterisation des sequences du gene S integrees dans le genome des clones cellulaires LAS, LASI, 

25 LASII. ' 

L'ADN cellulaire des clones LAS, LASI, LASII est pr6par6 par la methods de Gross-Bellard et al. (1973) 
et dig6r6 par les enzymes de restriction Hindlll et Pstl. Apres electrophorese sur gel d'agarose, les ADN sont 
transferee sur une feuille de nitrocellulose (Southern 1 975) qui est hybrid6e avec une sonde radioactive fabri- 
30 quee a partir d'un fragment d'ADN contenant le gene S selon la methode de translation de coupure (Rlgby et 
al. 1977). 

Apres autoradiographie des r6pliques sur nitrocellulose, on met en evidence qu'un ou plusieurs genes ont 
ete integrSs dans les trois clones. De plus, un site Pstl existe uniquement au niveau du gene S modifie des 
clones cellulaires LASI et LASII. Ce site Pstl n'existe pas dans la sequence naturelle du gene S utilise (P. Char- 
35 nay et al. 1979) mals bien dans les fragments d'ADN Strangers inserts dans les plasmides pLASI et pLASII 
utilises. 

Immunoprectpitatlon par un serum anti-HBsAg des proteines excrStees par les clones LAS, LASI et LASII . 

40 Les clones cellulaires a confluence sont marques avec de la methionine PS] pendant 48 heures et les 

surnageants immunoprecipites par des anticorps de lapin anti-HBsAg (Behring) puis par de la proline A 
S6pharose (Pharmacia) en presence de NP40 0,5%. Apres lavage, les immunoprecipites sont depos6s sur un 
gel de polyacryl amide 1 5% d'apres la technique decrite par Laemmli (1 970) en presence de marqueurs de poids 
mol^cul aires (Pharmacia). Les gels traites et sechds sont alors exposes en autoradiographie. 

45 Deux bandes majeures apparaissent pour chaque surnageant Leur poids moleculaire est respectivement 

de 23000 et 27000 pour le clone LAS, 24750 et 28500 pour le clone LASI, 26000 et 29000 pour le clone LASII. 

Le plasmide pLAS se r6vele efficace pour promouvolr I'expression d 'HBsAg dans les cellules L De plus, 
le plasmide pLASI porte des sites de restriction supplementaires dans la region codante du gene S, ce qui peut 
faciliter P introduction de sequences nouvelles. 

so Le fait de pouvoir dftecter en R.I.A. des structures semblables aux particules d'HBsAg dans les surna- 

geants cellulaires nous permet de dire que les structures induites paries plasmides pLASI et pLASII conser- 
ved, au moins, une antig6nicit6 partiellement similaire a celle des particules de serum humain. L'insertion des 
8 ou 16 acides amines utilises n'empSche pas rexcretfon des proteines d'HBsAg modifiees du cytoplasme vers 
le milieu exterleur des cellul s L Le choix du sit Bam HI pour effectuer des insertions dans le gene S se revel e 

55 judicieux. En ffet, il corr spond au debut de la region hydrophile majeure de la proteine (P. Tiollais et coll. 
1 981 ) et respecte le fait que les sequences hydrophobes doivent etre au contact de la membran lipidique d s 
particules. Le domaine int rmembranaire d'HBsAg responsable de la structure des particules de 22 nm ne subit 
vraisemblablement que des transitions conformationnelles mineures. 
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Les analyses sur gradient de chl rur de cesium t d sucroa des sumageants des d nes cellulaires ne 
permettent pas, dans les limites experimentales empl yees, de mettre en evidence des differences entre les 
structures modifiees et non modifiees. 

- L'analyse des ADN cellulaires montre que les genes S Integres portent toujours les modifications appor- 
5 tees sur les plasmides utilises. 

- Les proteines mises: en evidence apres immunoprecipitation montrent des differences de poids molecu- 
laires attendues. Cependant, le poids moleculaire mesure des proteines modifiees parait superieur au 
poids moleculaire reel (le poids moleculaire d'un fragment de 8aa est en effet de 957). D'autre part, les 
modifications permettent toujours la glycosyiation partielle de la proteine HBsAg. Les deux bandes appa- 

10 raissant en gel de polyacryiamide sont caracterlstlques d'un polypeptide glycosyle et non glycosyle. Le 

resldu le plus susceptible d'etre glycosyle, I'Asparagine 146 (Machida et coll. 1983) intervient dans la 
sequence participant au determinant antigenique majeur a (Piilot et coll. 1984). La conformation de cette 
partie de la proteine doit done §tre relativement similaire dans les proteines modifiees ou natives. 

15 EXEMPLE II 

Production de particules portant I'antigene de surface de I'hepatite B modifiees par I'insertion de sequences 
de la toxine diphterique. 

20 L'ADN du plasmide pTD134 contenant le gene de la toxine diphterique (M. Kaczorek et coll., 1983) est 

coupe par I'enzyme Haetll, traite par la nuclease BAL31 puis ligue, en presence de T4 DNA llgase avec des 
adaptateurs BamHI. Apres coupure avec I'enzyme BamHI, les fragments sont mis a liguer avec I'ADN du plas- 
mide pSKS1 05 (Shapiro et coll., 1983) coupe par la meme enzyme. Get ADN est aiors utilise pour transformer 
une souche d'E. colt. Les colonies sont transferees et lysees sur des feuilles de nitrocellulose. Ces dernieres 

25 sont mises a hybrider avec une sonde radioactive fabriquee par translation de coupure a partir d'un fragment 
purifie sur gel d'acrylamide apres digestion du plasmide pTD134 par I'endonuclease Haeli! (fragment Haelll 
597-HaeHI 746). Les plasmides des colonies hybridant avec cette sonde ont ete partie dement sequences grace 
a la methode de Maxam et Gilbert (Maxam et coll., 1980). Un d'entre eux, contenant I'insertion d'un fragment 
BamHI-BamHI codant pour les acides amines 201-231 du gene de la toxine diphterique (Kaczorek etcoll., 1 983) 

30 a ete selectionne. Ce fragment a ensuite ete reintroduit dans le site BamHI du plasmide pLAS. 

Le nouveau plasmide pTAS a ete purifie et transfecte dans des cellules L de souris. Apres selection des 
clones cellulaires resistant au G418, selon la methode decrite au premier paragraphe de I'exemple I, la pre- 
sence d'HBsAg est testee dans les sumageants. Sur 20 clones examines, aucun n'est positif. 

Les cellules de 10 clones sont trypsin ees, lavees 2 fois au P.B.S. et lysees par 3 cycles de congelation- 

35 decongelatlon dans 250 uJ de Tris 10 mM pH 7,4, EDTA 1 mM. Le lysat est clarifle a 2000 rpm et teste. Tous 
les lysats des clones' contenaient de I'HBsAg. 

Un clone a ete lyse dans les mfimes conditions. Des aliquotes ont ete deposes sur des gradients de chlo- 
rure de cesium ou de sucrose en parallele avec des parti cules d'HBsAg purifiees a partir de serum humain 
(I.P.P.) et un lysat de clone transfecte par le plasmide pLAS produisant des particules non modifiees. Aucune 

40 difference n'a pu etre detectee entre les particules du serum humain et les signaux d'HBsAg des lysats etudies. 
Cela tendrait a prouver que, meme non excretees, les proteines modifiees sont, apres lyse des cellules, dans 
une conformation relativement similaire a celles des particules "natu relies". L'insertion au niveau du site BamHI 
(aa112-1 13) de I'HBsAg de 32 acides amines codant pour une partie de la toxine diphterique ne permet plus 
('excretion de la proteine iorsqu'elle est traduite dans des cellules L. C'est ce que montrent les experiences 

45 avec le plasmide pTAS. Cependant, le fait de retrouver la proteine modifiee sous forme de particules non excre- 
tees permet de penser qu'il est possible de modifier I'HBsAg et de i'exprimer dans un systeme non excreteur 
(la levure par exemple). La persistance de structures particulates confere une grande stabilite a la proteine, 
ce qui facilite sa purification. 

so EXEMPLE 111. 

Production de particules portant Fantigene de surface de I'hepatite B modifiees par I'insertion de sequences 
du virus polio. 

55 Les 2 brins d'un fragment d'ADN de 47 paires d bases codant pour 1 1 acides amines de la proteine VPI 

du poliovlrus type I, (acides amines 93 a 1 03) t pour 2 sites reconnus par I'enzyme BamHI ont ete synthetises 
par vole chimique grac a un synthetiseur automatique (Applied Biosystem). Les 2 brins ont ete purifies sepa- 
rement sur un gel denaturant de polyacryiamide, puis hybrides. Le fragment a ete coupe par I'endonuclease 
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BamHI t Ins6r6 au site BamHI du plasmide pLAS. Le nouveau plasmide pPAP (figure 2) a ete sequence par- 
tieilement (Maxam t Gilbert, 1 980), amplifie et introduit dans des cellules L selon la method precedemment 
decritedansl premier paragraphed Tex mpl I. Les clones resistant au G41 8 ontetd Isolds, leursumageant 
teste pour la presence d'HBsAg ; 14 clones sur 20 ont ete trouves positifs. 
5 Pour la purification des particules de 22 nm, les clones cellulaires ont ete mis en culture dans le DMEM, 

et apres huit jours, les sumageants cellulaires ont 6te clarifies et45%. d'une solution de sulfate d'arnmonium 
a pH 7,5 ont ete addition n 6s. 

Le precipite a ete collecte par centrifugation et les granules obtenus ont ete dissous dans 10 mM de Tris 
HCI, pH 7,5, 150 mM de NACI, 1 mM d'EDTA (TNE), et dyalises contre le meme tampon. 
10 Du CsCL, 0,3 mg/ml, a ete additionne, suivi d'une centrifugation a 4°C pendant 72 heures a 40 krpm dans 

un rotor beckman 60 Ti. 

Des fractions d'1 ml ont 6te collectees apres centrifugation, et I'HBsAg a ete teste par RIA. 

Les fractions contenant I'HBsAG ont ete regroup6es et recentrifug6es dans le CsCI a 4°C pendant 48 heu- 
res a 47 krpm dans un rotor Beckman 50 Tl. 
is Des fractions de 0,33 ml ont ete recoltees a partir du sumageant et la presence d'H BsAg a ete testee encore 

une fois. 

Les fractions correspondantes au pic d'activite HBsAg ont ete regroup^es et dialysees contre le TNE, et 
PHBsAg a ete pr6cipite par centrifugation pendant 24 heures a 28 krpm dans un rotor SW41. 

Le precipite a ete remis en suspension dans 0,5 ml de TNE et place dans un gradient de saccharose lineaire 
20 10-30% (W/W) dans le TNE avec 0,5 ml de saccharose a 66%. 

Apres centrifugation pendant 4,5 heures a 35 krpm et 4°C dans un rotor SW41, des fractions de 0,33 ml 
ont ete collectees a partir du sumageant. 

Les fractions correspondant au pic d'activite HBsAg ont ete regroupees et dialysees contre le TNE. Les 
particules d'enveloppe purifiees ont ete analysees par electrophorese sur gel SDS-polyacrylamide suivie d'une 
25 coloration a I'argent. 

La concentration en proteine a 6te determlnee par la methode BioRad. 

Les particules purifiees a partir de milieux de culture de clones cellulaires (PAP, LAS) transfectees par 
pPAP ou pLAS respectivement ont environ la meme denslte dans CsCI. Elles ne differerent pas significative- 
ment des particules HBsAg humaines, selon les essais de sedimentation dans la saccharose, mais semblent 
30 posseder des diametres plus variables. 

Les polypeptides HBsAg et HBsPolioAg immuno-precfpites par un anti-serum anti-HBsAg obtenu a partir 
de particules LAS et PAP respectivement, sont presents sous forme gycosylee et non glycosytee. 

La difference d'1,5 kDa entre les poids moleculaires apparents de I'HBsAg et de I'HBsPolioAg correspond 
au poids molecuiaire de la sequence inseree. 
35 Les resultats demontrent que I'lnsertion n'empeche ni les interactions specifiques entre proteines etlipides 

n6cessaires pour I'assemblage des particules d'enveloppe, ni la glycosylation et la secretion des particules par 
les cellules des milieux de cultures. 

Dans le but d'6tablir si la sequence de poliovirus insetee est bien exposed a la surface des particules et 
d'examiner si des changements de conformation ont 6te induits, des etudes de sensibilite a la protease des 
40 particules HBsAg et HBsPolioAg ont ete realisees. 

Des clones cellulaires (LAS, PAP) ont 6t6 mis en culture a confluence, laves deux fois avec du DMEM sans 
methionine et ont ete incubus pendant deux heures dans le meme milieu auquel a ete additionn6 4 mM de 
glutamine et 1% de s6rum de veau. 

L'incubation est prolongee de 24 heures dans un milieu frais contenant 2.1 0« cellules et 100 uCI/ml de ^S- 
45 Met (1 00 Cl/mmole ; Amersham). 

Apres 6 heures d'incubation en presence de 30 ug/ml de Met non marquee, les particules d'enveloppe ont 
6te partiellement purifiees a partir de sumageant du milieu de culture en le centrifugeant pendant 24 heures a 
28 krpm et 4°C (rotor SW41), suivi d'une centrifugation a travers un gradient de CsCI (1,1-1,6 g/cn^Jpendant 
24 heures a 35 krpm et 4°C. - 
so Des fractions de 0,5 ml ont 6te collectees et des fractions du pic ont ete dialysees contre le pbs. Des aliquots 

de 100 |il ont 6te melanges avec 50 ul de trypsine (300 ^g/ml, Worthington) dans du PBS avec ou sans 3% 
de p-mercaptoethanol et incubSes pendant 2 heures a 37°C. Puis addition de 50 uJ, d'une solution a 300 \xg/a\\ ^ 
dans le PBS, d'inhibiteur de la trypsine de soja (Worthington). Le volume a 6te augments de 400 uJ avec du 
PBS et additionne de 1% d'albumine de s6rum d boeuf, 1% d desoxycholat de sodium, 0,1% de SDS, et 
65 I'immu no-precipitation a ete obtenue apres une nuit a 4°C en presence d'antiserum de lapin dirfge contre les 
particules d' HBsAg humaines (Behring) a une dilution d*1 : 100. Puis addition de 50 p! de Sepharose-proteine 
A remis n suspension dans 1 volume d 25 mM de Tris-HQ pH 7,2, 2,5 mM d'EDTA et 2mM d PMSF 

Apres une heure d'agitation douce a 4°C, la Sepharose a ete lavee 3 fois av c 10 mM de tris-HCI, pH 7,2, 
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150 mM de NaCI. 1% d triton X-100, 0,1 % de SDS, 1% de sodium de desoxych late et 2 fois av c 125 mM 
de Tris-Hcl, pH 6 f 8. 

Enfin, les proteines ont ete eluees en faisant bouillir fa sepharose dans 40 \i\ d'une solution tampon pour 
electrophorese sur gel. 

5 L'electrophorese sur gel de 15% de polyacrylamide a ete realisee selon la methode de Laemli. 

Apres traitement par fluorographic, le gel a et6 seche et expose a un film Kodak XAR-5 a -70°C 
On constate alnsi que les partlcules d'HBsAg sont tres resistantes a la trypslne dans des conditions non 
reductrices alors que I'HBsPolioAg est completement dive a un site unique (ou plusieurs sites proches) en pro- 
duisantdes polypeptides de poids moleculaires apparents de 17,4 et 14,3 kOa. 
10 Les tallies des fragments sont compatibles avec (e clivage de la sequence inseree. 

En presence d'un agent reducteur, I'HBsAg est dive exclusivement au niveau dePArg-122 (Peterson, D.L.), 
en generant des fragments de 16,6 et 13,2 kDa aiors que I'HBsPolioAg est dive en deux fragments de 1 7,4 et 
13,2 kDa. 

Ceci Indique que le fragment de 14,3 kDa obtenu dans des conditions non reductrices a partlr d'HBsPolioAg 
15 contient Arg 122 et est plus long de 10-12 amino-acides au niveau N-terminal que le fragment de 13,2 kDa, et 
confirms que ie divage de particules d'HBsPolioAg dans des conditions non reductrices s'est produit au niveau 
d*un ou des residus lys de la sequence Inseree (figure 2). 

Ces resultats demontrent que la sequence peptidique inseree est facilement accesible aux proteases, 
c'est-a-dlre qu'elle est exposee a la surface des particules hybrides d'enveloppe. Chez le virus polio du type 
20 1 (Ma honey), la sequence peptidique correspondante a une structure moins exposee qui rend le residu lys inac- 
cessible a la trypsine dans des conditions reductrices (Fricks et al). 

Les autres sites de clivage potentiels dans les particules hybrides d'HBsPolioAg sont inaccessibles pour 
la trypsine Indlquant ainsi que ces parties de la molecule d'HBsAg reste dans une organisation tres structuree. 
Queiques changements conformationnels toutefois peuvent avoir lieu dans la region antigenique majeure 
25 HBs. 

Ceci a ete indique par la reduction (environ 20 fois) de la liaison d'anticorps anti-HBsAg aux particules 
d'HBsAg determinee par radioimmunoiogie, en utilisant des particules d'HBsAg comme reference et determi- 
nation des protelnes par coloration a I'argent apres SDS-PAGE. 

Des experiences d'immunoprecipitation d'HBsAg et d'HBsPolioAg par differents serums indiquent que les 
30 deux particules reagissent avec des anticorps anti-HBsAg, et que les particules d'HBsPolioAg sont specifique- 
ment immunoprecipitees par les anticorps monoclonaux Q, neutralisant le poliovirus, et par deux antiserums 
differents contre des oligopeptides synth&iques qui contiennent la sequence inseree. 

Afin d'evaluer les proprietes immunogeniques des particules hybrides, des souris ont ete immunisees avec 
HBsAg ou HBsPolioAg (Tableau 1), des ascites ontet6 cr6ees intraperitoneal em ent au moyen de cellules tumo- 
35 rigenes ne produisant pas d'anticorps afin d'obtenir un flulde ascitique immunologiquement similaire au serum 
de souris (Anacker et al). 

La vaccination avec HBsAg conduit a un haut titre en anticorps reagissant avec des particules humaines 
d'HBsAg (souris n° 1). 

Toutefois, les souris immunisees avec I'HBsPolioAg repondent seulement faiblement aux antigenes HBs 
40 (souris n° 2 et 4, tableau lb). 

Ceci est en accord avec I'observation du fait que les determinants antigeniques HBs sont partiellement 
distordus dans les particules hybrides. 

La sequence inseree de poliovirus VP1 , d'autre part, etait immunologiquement active et induit, chez toutes 
les souris, des anticorps reconnaissant les peptides synthetiques porteurs de cette sequence (tableau Ic) ainsi 
45 que la proteine VP1 entiere du polrviorus type 1 (Western blot). De plus, les antiserums obtenus possedent 
une efficacite specifique pour les virus infectieux ainsi que pour ceux denatures par la chaleur comme I'indi- 
quent les experiences d'immunoprecipitation du tableau 1d. Plus encore, tous les antiserums possedent un 
titre significatif en anticorps neutralisant les poliovirus (tableau le). 

Des resultats preliminaires ont montre que les particules d'HBsAg sont 6galement immunogeniques chez 
so les lapins : apres injection de deux doses d'HBspolioAg (1 0-40 \ig chacune) 3 animaux sur 4 possedent des 
anticorps immuno precipitant avec les poliovirions infectieux. 

Le potentiel que possedent les particules HBsPolioAg d'entrainer I'apparition d'anticorps neutralisant 
reconnaissant un epitope rare commun aux poliovirions infectieux et denatures par la chaleur (Eminl et at) mon- 
tre que I'acttvite de ia liaison aux anticorps et d'immu nog eni cite de la sequence aminoacfde correspondante 
55 est exprime au m ins en parti a la surface des particules d' nveloppe HBV. 

Cette c urt sequence forme un pic sur la capside du poliovirus (Hogle et al) et peut par consequent avoir 
un structure autonome. 

Dans les particules d'HBsPolioAg, les sequences avoisinantes de I'HBsAg pourraient en plus maintenir la 
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stability ou la flexibility de la sequ nee de poliovirus insere. 
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Les etudes des proprtet6s immunog6niques de THBsAg et de I'HBsPolioAg. coiTespondant aux resultats 
pr6c6demment commentes du tableau I, ont ete realis6 s de la manlere suivante : 

a) Des souris Ba!b/C de 8 semaines ont ete immunlsees avec solt 2 ug d'HBsAg (n° 1 ), solt 30 ug d'HBsPo- 
lioAg (n° 2-4), purifies comme il I'a ete pr^cedemment decrit, par Injection Intraperitoneal e en association 
avec une emulsion a 50% d'adjuvant complet de Freund, renouvelee deux semaines plus tard avec de 
I'adjuvant incomplet de Ffeund. 

Apres trois semaines, des cellules de myelome de souris sp2/0-Ag14 (Couillin et al) ont 6t6 injectees, suivi 
par une injection de rappel sans adjuvant. 

La souris n° 5 a ete traitee sans antigene. Les fiuides ascitiques ont ete collectes apres deux semaines et 
ont ete analyses suivant les precedes qui suivent. 

b) Les titres en anti-HBsAg ont ete determines par le test radioimmunologique AU5AB (Abott) et sont expri- 
mes en unites Internationales (I.U.) 

c) La liaison au peptide correspondant aux aminoacides 93-104 des poliovirus VP1 a ete determine par la 
methode ELISA (Voller et al). 

Les puits ont 6t6 enduits avec ce peptide (0,5 ^g dans le PBS) pendant une nuit, et les sites inoccupes 
ont 6te bloqu6s avec du BSA (1 % dans le PBS contenant 0,05% de tween-20). 

Apr&s lavages r6p6t6s avec du Tween-20 0,05% dans le PBS, les fiuides ascitiques ont et6 additionn6s 
a une dilution de 1 ; 80 dans du PBS contenant 1 % de BSA et 0,05% de Tween-20 et ont 6t6 incub6s pen- 
dant 2 heures a 37°C. 

Les puits ont 6te laves, et des anticorps IgG anti-souris de chevre (cappeli) marques a la peroxydase et 
dilues au 1/1000 ont et6 additionn6s. 

Apres lavage, addition d'o-phenyienediamlne (Merck: 0,5 ug/ml) dans 50 mM de tampon 
citrate/phosphate, pH 5, puis apres 10 mn a temperature ambiante, la reaction est arret6e par addition 
d'H 2 S0 4 2,5%. 

Les serums positifs sont ceux presentant une valeur d'absorption (DO) au moins trois fois superieure a celle 
du contrdle (souris n° 5). 

d) Le poliovirus type 1 (Mahoney) a 6t6 marqu6 avec 35S-Met et purifie par centrifugation dans un gradient 
de CsCL 

Les virions denatures par la chaleur ont 6t6 prepares par incubation des virions infectieux pendant une 
heure a 56°C. 

Des aliquots de 50 ul contenant 15 000 cpm de particules marqu6s au ^S-Met (Emini et al) en solution 
dans 150 mM de NaCI, 5 mM d'EDTA, 50 mM de tris, pH 7,4, 0,02% de NaN 3 et 0,05% de Nonid et P40, 
ont 6t6 Incubes en presence de 50 ul de fiuides d'ascites de souris pendant une heure a 37°C et pendant 
une nuit a 4°C. 

Les complexes Immuns ont ete precipes par Staph ilococcus aureus (souche Cowan I) (Kessler) et leur 
radioactivite a ete testee. Les chiffres du tableau Id represented, en pourcentage, les valeurs de radioac- 
tivite immunoprecipitee. 

e) Le titre en anticorps neutralisant de chaque s6rum a et6 mesur6 par test de reduction sur plaque standard 
avec des cellules Vero, en ajoutant une quantite de cent unites formant plaque (plaque forming units) de 
virus polio type 1 (Mahoney). 

Les dilutions inverses de serums (Log 2) donnant 5% de reduction sur plaque ont 6t6 calcuiees a partir 
des courbes de regression des valeurs moyennes obtenues a partir de 3 experiences. 

Les experiences avec le gene modifie du plasmide pPAP montrent que les sequences etrangferes Ins6rees 
dans la proteine peuvent se trouver exposees a la surface des particules. Si la conformation initiate des sequen- 
ces exogenes est modifiee, II est raisonnable de penser que I'insertion de structures plus grandes ou la deletion 
de certaines parties de la proteine HBsAg peuvent r6soudre ce probl6me. La recherche d'autres sites d'inser- 
tion est aussi possible. Une insertion de 8 acides amines au niveau du residu 50 de I'HBsAg (au site Bal I du 
gene S) permet la production de particules et leur excretion. 

L'invention permet par consequent la production de vacclns mixtes. 

Si Ton insere la sequence de determinants antigeniques etrangers a ceux de I'HBsAg, il devient possible, 
si ces demiers son exposes en surface, de fabriquer des vacclns mixtes contre un autre sous-type du virus 
HBV, contre de determinants du core du virus (HBcAg, HBeAg) (A.M. Prince et al. 1 983, S. Iwarson et AL. 1984) 
contre les determinants antigeniques de virus touchant les mfimes populations queThepatite B (SIDA, Herp6s) 
et contre les det rminants antigeniques d'autres virus (T.M. Shinnick et al. 1983). Les huit acides amines inter- 
venant dans I determinant antig6nique majeur de la proteine VP, du poliovirus type 3 (D.M.A. (Evans et al. 
1983) peuvent etre inseres dans la proteine HBsAg par I'intermedialre d'un fragment d'ADN synth6tis6 par vol 
chimique. 

Ce type de manipulation peut aussi permettre Texpression de s6qu nces biologiqu mentactiv sayantun 
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interet pharmaceutiqu . 

Les particul s praduites par les Hepadna virus animaux (P.L Marion t al. 1983) peuvent ~tr utilisees 
dans les m ernes conditions. 

A ca titre, Tinvention concerne toute composition de vaccin contre I'hepatite virale B contenant une dose 
5 efficace de particules conformes a Tinvention, notamment de 3 a 6 microgrammes de proteine/ml, par exemple 
5 microgrammes de proteine/ml (dose unitaire), en association avec un vehicule pharmaceutiqu e approprie au 
mode d'administration cholsi, notamment par voie parenteral. 

Les pages qui suivent renvoient a la documentation anterieure a laquelle II a ete fait reference dans ce qui 
precede. 
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Revendicatlons 

1. Particules contenant une proportion suffisante des sequences d'aminoacides caracterlstiques du poly- 
15 peptide majeur de I'antigene HBs du virus de I'hepatite virale B, pour conserver a ces particules une confor- 
mation similaire a celle des particules naturelles, caracterlstique des antigenes d'enveloppe du virus de 
I'hepatite B, caracterisees en ce qu'elles comportent a leur surface une sequence d'acldes amines etrangere, 
de preference porteuse d'un site rmmunogene, ladite sequence etrangere etant incorporee a I'interieur meme 
de ce polypeptide majeur en Tune de ses regions hydrophiles normalement exposees a la surface exterieure 

20 desdites particules ou, en variante, ladite sequence etrangere etant substitute a un ou plusieurs aminoacides 
appartenant a ces regions hydrophiles. 

2. Particules selon la revendication 1, caracterisees en ce que la sequence etrangere d'aminoacides est 
insSree dans la region s'etendant entre les acides amines 32 et 74 du polypeptide majeur. 

3. Particules selon la revendication 1 , caracterisees en ce que la sequence etrangere d'aminoacides est 
25 inseree dans la region s'etendant entre les acides amines 1 10 et 156 du polypeptide majeur. 

4. Particules selon Tune quelconque des revendication s 1 a 3, caracterisees en ce que la sequence poly- 
peptidique etrangere a une taille ne depassant pas 16 aminoacides, notamment une taille de 5 a 16, ou meme 
de 6 a 13, aminoacides. 

5. Particules selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterisees en ce qu'elles contiennent 
30 egalement la sequence polypeptidique codee par la region pre-S du genome du virus de I'hepatite virale B. 

6. ADN recombinant contenant une sequence d'ADN codant pour la region S et, le cas echeant, pre-S du 
polypeptide majeur du virus de I'hepatite virale B, caracterise en ce qu'il comprend au moins une sequence 
nucleotidique codant pour une sequence d'aminoacides etrangere, ladite sequence nucleotidique etant au 
niveau de Tune au moins de celles des zones de la region S correspondant aux regions hydrophiles du poly- 

35 peptide majeur du virus de I'hepatite B susdit, et en ce que la region S, et le cas echeant, la region pre-S, pre- 
sentes dans I 'ADN recombinant, sont placees sous le contr6Ie direct d'un promoteur exogene dont est connue 
(a capacite de penmettre I'initiation efficace de la transcription des genes directement sous son contr6le dans 
les cellules eucaryotes, notamment humaines ou an im ales, ou encore dans les levures auxqueltes lesdits vec- 
teurs sont destines. 

40 7. ADN recombinant selon la revendication 6, caracterise en ce que la sequence nucleotidique codant pour 

la susdite sequence etrangere est localisee dans la region du gene S qui code pour le polypeptide qui s'etend 
entre les acides amines 32 et 74 du polypeptide majeur entrant dans la constitution de I'antigene HBs. 

8. ADN recombinant selon la revendication 6, caracterise en ce que la sequence nucleotidique codant pour 
la susdite sequence etrangere est localisee dans la region du gene S qui code pour te polypeptide qui s'6tend 

45 entre les acides amines 1 10 et 156 du polypeptide majeur entrant dans la constitution de I'antigene HBs. 

9. ADN recombinant selon Tune quelconque des revendications 6 a 8, caracterise en ce que la susdite 
sequence nucleotidique etrangere code pour un polypeptide ne depassant pas 16 aminoacides et plus parti- 
culierement de 6 a 1 3 aminoacides. 

10. ADN recombinant selon I'une quelconque des revendications 6 a 9, caracterise en ce que le susdit = 
so promoteur exogene est constitue par Tun des promote urs du virus SV40. 

11. Lignee cellulaire provenant d'un hdte, notamment humain ou animal, ou encore de levure capable de 
reconnattre le promoteur exogene de I 'ADN recombinant selon I'une quelconque des revendications 6 a 10 * 
caracterisee en ce qu'elle comporte, incorpore dans le genome, un ADN recombinant conforme a I'une quel- 
conque des rev ndications 6 a 10. 

55 1Z Lignee cellulaire selon la revendication 11, caracterisee en ce qu' II estformee de cellules reconnais- 

sant le promoteur du virus SV40. 

1 3. Precede d production de particules s Ion I'un quelconque des r vendications 1 a 5, caracterise par 
la transformation d'une lignee cellulaire, notamment humaine ou animale, par un ADN recombinant conforme 
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a Tune quelconque des r vendications 6 a 10, 1 promoteur d I'ADN recombinant etant ch isi en conformite 
av c la nature de Phdte cellulair utilise, en ce que I'on cultlve le micro-organisme ainsi transforme et en ce 
que Ton recueill les particules produites. 

14. Precede selon la revendication 13, caracterise en ce que la sequence etrangere incorporee dans le 
5 polypeptide majeur comprend au plus 1 6 aminoacides et en ce que Ton recupere les particules produites excre- 
tes dans le milieu de culture du susdit hdte celluiaire. 



Anspruche 

10 

1. Teilchen entahltend einen Anteil von charakteristlschen Aminosauresequenzen des Hauptpolypeptids 
des HBs-Antigens des Virus von Virushepatitis B, der dazu ausreicht, eine Konformation dleser Teilchen auf- 
rechtzuerhalten, die ahnlich ist derjenigen der naturlichen Teilchen und charakteristisch fOr die Antigene des 
Hauptpolypeptids der Hulle des Virus dadurch gekennzeichnet, dafi sie auf ihrer Oberfiache einefremde Ami- 

15 nosauresequenz aufweisen, die vorzugsweise einen immunogenort tr3gt, welche Fremdsequenz In das elgent- 
iiche Innere dieses Hauptpolypeptids in einen seiner hydrophilen Bereiche, die normalerweise auf der OblSche 
der Teilchen freiliegen, elngefuhrt ist, Oder welche Fremdsequenz mit einer oder mehreren Aminos3uren sub- 
stituiert ist, die diesen hydrophilen Bereichen angehoren. 

2. Teilchen nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daE die fremde Aminosauresequenz in den 
20 Berelch eingefugt ist, der sich zwischen den AminosSuren 32 und 74 des Hauptpolypeptids erstreckt. 

3. Teilchen nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB die fremde Amonosauresequenz in den 
Bereich eingefugt ist, der sich zwischen den Aminosauren 110 und 156 des Hauptpolypeptids erstreckt. 

4. Teilchen nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzelchnet, dafc die fremde Polypeptidse- 
quenz eine Grd&e von nicht mehr als 16 Aminosauren, namentJich eine GroBe von 5 bis 16 oder bevorzugter 

25 von 6 bis 13 Aminosauren aufweist 

5. Teilchen nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzelchnet, dad sie zusatzlich die Polypep- 
tidsequenz enthalten, die durch den PrS-S-Bereich des Genoms des Virus der Virushepatitis B codiert ist. 

6. Rekombinante DNA enthattend eine DNA-Sequenz, die fOr den Bereich S und gegebenenfalls den 
Bereich Pra-S des Hauptpolypeptids des Virus der Virushepatitis B codiert, dadurch gekennzelchnet, dad sie 

30 mindestens eine Nucleotidsequenz enthait, die fur eine fremde Aminosauresequenz codiert, welche Nucieotid- 
sequenz im Bereich mindestens einer der Zonen des Bereichs S entsprechend den hydrophilen Bereichen des 
oben angesprochenen Hauptpolypeptids des Virus von Hepatitis B angeordnet ist und dafc der Bereich S und 
gegebenenfalls der Bereich Pra-S, die in der rekombinanten DNA vorhanden sind, unter der direkten Kontrolle 
eines exogenen Promotors stehen, von dem bekannt ist, daft er die FShigkeit besitzt, eine wirksame Initiierung 

35 der Transcription von Genen direkt unter selnem Einflufc in eukariottschen Zellen, insbesondere menschlichen 
oder tierischen Zellen, oder auch in Hefen, fur die die Vektoren bestimmt sind, zu initieren. 

7. Rekombinante DNA nach Anspruch 6, dadurch gekennzelchnet, daR die fur die genannte Fremdse- 
quenz cod ierende Nucleotidsequenz in dem Bereich des Gens S lokalisiert ist, der fur das Polypeptid codiert, 
welches sich zwischen den Aminosauren 32 und 74 des an dem Aufbau des Antigens HBs beteiligten Haupt- 

40 polype ptids erstreckt. 

8. Rekombinante DNA nach Anspruch 6, dadurch gekennzelchnet, dafi die fur die genannte Fremdse- 
quenz codierende Nucleotidsequenz in dem Bereich des Gens S lokalisiert ist, der fur das Polypeptid codiert, 
welches sich zwischen den Aminosauren 110 und 1 56 des an dem Aufbau des Antigens HBs beteiligten Haupt- 
polypeptids erstreckt. 

45 9. Rekombinante DNA nach einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzelchnet, dad die genannte 

fremde Nucleotidsequenz fur ein Polypeptid codiert, welches 16 Aminosauren und insbesondere 6 bis 13 Ami- 
nosauren nicht ubersteigt 

10. Rekombinante DNA nach einem der Anspruche 6 bis 9, dadurch gekennzelchnet, daft der exogene 
Promotor einer der Promotoren des Virus SV40 ist 
so 11. Aus einem namentiich menschlichen oder tierischen Wirt stammende Zellinie oder Hefe, die in der Lage 

ist, den exogenen Promotor der rekombinanten DNA nach einem der Anspruche 6 bis 10zu erkennen, dadurch 
gekennzelchnet, dafi sie in das Genom inkorporiert eine rekombinante DNA nach einem der Anspruche 6 bis 
10 enthait. 

12. Zellinie nach Anspruch 1 1, dadurch gekennzelchnet, dad sie aus Zellen gebildet ist die den Promotor 
55 des Virus SV40 rkennen. 

13. Verfahren zur Herstellung der Teilchen nach einem der AnsprOche 1 bis 4, dadur h gekennzelchnet, 
dad man ein insbesonder menschliche oder tierische Zellinie mit einer rekombinanten DNA nach einem der 
AnsprOche 6 bis 1 0 transformiert, wobei der Promotor der rekombinanten DNA in Abhangigkeit von der Art des 
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verwendeten Zellwirts ausgewahlt wird, und man den in dieser Weise transformiert n MIkroorganismus zuchtet 
und die gebildeten Teilchen gewinnt. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daR die In das Hauptpolypeptid eingefuhrte 
Fremdsequenz hdchstens 16 Aminosauren enthalt und man die gebildeten Teilchen gewinnt, welche von dem 
genannten Zellwirt in dem Kulturmedium ausgeschieden worden sind. 



Claims 

1. Particles containing a sufficient proportion of the sequences of amino acids characteristic of the major 
polypeptide of the HBs antigen of the viral hepatitis B virus, for these particles to retain a structure similar to 
the structure of the natural particles characteristic of the enveloppe antigens of the hepatitis B virus charac- 
terized in that they comprise at their surface, by the incorporation into this major polypeptide of a foreign sequ- 
ence of amino acids, preferably itself carrier of an immunogenic site, said sequence been incorporated within 
this major polypeptide, in one of its hydrophfllc regions normally exposed at the external surface of the said 
particles, or as an alternative, by the substitution of one or more amino acids forming part of these hydrophilic 
regions by the said foreign sequence of amino acids. 

2. Particles according Claim 1, characterized in that the foreign sequence of amino acids is inserted in th 
region extending between amino acids 32 and 74 of the major polypeptide. 

3. Particles according to Claim 1, characterized in that the foreign sequence of amino acids is inserted in 
the region extending between the amino acids 110 and 156 of the major polypeptide. 

4. Particles according to anyone of the Claims 1 to 3, characterized in that the foreign polypeptide sequence 
has a size not exceeding 16 amino acids, in particular a size of from 5 to 16, or even from 6 to 13 amino acids. 

5. Particles according to any one of Claims 1 to 4, characterized in that they also contain the polypeptide 
sequence encoded in the pre-S region of the genome of the hepatitis B virus. 

6. Recombinant DNA containing a DNA sequence coding for the S region, and if appropriate, the pre-S 
region of the genome of the major polypeptide of the hepatitis B virus, characterized in that it comprises at least 
one nucleotide sequence coding for the above-mentioned foreign amino acids sequence said sequence being 
at the level of at least one of those zones of the S region corresponding to the hydrophilic regions of the above- 
mentioned major polypeptide of the hepatitis B virus, and in that the S region and, if appropriate, the pre-S reg- 
ion, present in the recombinant DNA, are placed under the direct control of an exogenous promoter with the 
known capacity for allowing efficient initiation of the transcription of the genes directly under its control in the 
eucaryotic cells, in particular human or animal cells, or even yeasts, for which the said vectors are intended. 

7. Recombinant DNA according to Claim 6, characterized in that the nucleotide sequence coding for the 
above-mentioned foreign sequence is localized in the region of the S gene which codes for the polypeptide 
which extends between the amino acids 32 and 74 of the major polypeptide forming part of the structure of the 
HBs antigen. 

8. Recombinant DNA according to Claim 6, characterized in that the nucleotide sequence coding for the 
above-mentioned foreign sequence is local zed In the region of the S gene which codes for the polypeptide 
which extends between the amino acids 110 and 1 56 of the major polypeptide forming part of the structure of 
the HBs antigen. 

9. Recombinant DNA according to any one of the Claims 6 to 8, characterized in that the above-mentioned 
foreign nucleotide sequence codes for a polypeptide not exceeding 16 amino acids and more particularly of 
from 6 to 1 3 amino acids. 

1 0. Recombinant DNA according to any one of the Claims 6 to 9, characterized in that the above-mentioned 
exogenous promoter Is constituted by one of the promoters of the SV40 virus. 

1 1 . Cell line derived from a host, in particular a human or animal host, or even a yeast capable of recognizing 
the exogenous promoter of the recombinant DNA according to any one of the Claims 6 to 1 0, characterized In 
that it contains, incorporated In the genome, a recombinant DNA in conformity with any one of the claims 6 to 
10. 

12. Cell line according to Claim 11, characterized in that it is composed of cells recognizing the promoter 
of the SV40 virus. 

13. Procedure for the production of particles according to any one of the Claims 1 to 5, characterized by 
the transformation of the cell line, in particular a human or animal cell line, by a recombinant DNA In conformity 
with any one of the Claims 6 to 10, the promoter of the recombinant DNA being chosen In conformity with the 
nature of the cell host used, in that the microorganism thus transform d is cultivated and in that th particles 
produced are recovered. 

1 4. Proc dure according to Claim 1 3, characterized in that the foreign sequence incorporated Into the major 
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polypeptide comprises at most 16 amino acids and in that the excreted particles produced are recovered from 
the culture medium of the above-mentioned cell host 
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FIG. 2 
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